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RESUMEN

La resistencia bacteriana a antibiéticos es un problema a nivel mundial. En el 2017 la
organizacion mundial de la salud, OMS, reportd una lista de microorganismos
resistentes a antibidticos a los cuales se les debe de dar prioridad a la investigacion,
siendo que todos los microorganismos del grupo de prioridad critica son resistentes a
antibiéticos B-lactamicos. El principal mecanismo de resistencia por parte de las
bacterias es la produccion de B-lactamasas, enzimas que hidrolizan a los
antibioticos B-lactamicos. En el 2000 Silva y colaboradores caracterizaron a una
B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) endémica de México, llamada TLA-1, la
cual, pertenece a la clase A y a la subclase A2 de las B-lactamasas, subclase poco
estudiada y cuya relevancia ha incrementado en los ultimos afios. En este trabajo se
determiné la estructura de la mutante TLA-1 S70G sola y en complejo con sulbactam,
en continuacion a estudios previos de nuestro laboratorio donde se determiné la
estructura cristalografica de la BLEE TLA-1 en forma silvestre y en complejo con el
inhibidor acido clavulanico, donde se observé algo que no habia sido reportado antes,
dos diferentes intermediarios de acido clavulanico unidos covalentemente a dos
serinas la 70 y la 237. En este trabajo se encontré al intermediario trans-enamina del
sulbactam en el sitio activo formando dos puentes de hidrogeno con los residuos Thr
235y Gly 217, no se encontré formando una

uniéon covalente con la Ser 237, la cual tiene un 40% de conservacion en B-
lactamasas de la subclase A2, lo que deja en duda cual residuo hidrolizé al
sulbactam, siendo también una posible candidata a ser la segunda serina
catalitica de TLA-1, la Ser 130. Si bien, se necesitan realizar mas estudios para
concluir cual serina tiene actividad catalitica en la mutante de TLA-1 S70G, este
trabajo en conjunto con la tesis de Cifuentes et al., 2019, demuestran que TLA-1
es la primer BLEE con dos serinas cataliticas, lo cual tendra importantes

implicaciones en el futuro desarrollo de inhibidores de BLEE.
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INTRODUCCION

Los antibioticos B-lactamicos son moléculas que constan de un anillo B-lactamico
de tres carbonos y un nitrégeno (Fig. 1). Se han clasificado con base en su
estructura quimica en cuatro principales grupos: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos y monobactamas, donde a excepcion de los monobactamas, el
anillo B-lactamico esta unido a un anillo de tiazolidina, dihidrotiazina, o pirrolina

respectivamente. (Fig. 1) (Fernandes, 2013).
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Figura 1. Formula estructural base de los distintitos tipos de antibiéticos B-lactamicos a) anillo B-lactamico, b)
penicilina, c) cefalosporina, d) carbapenémico y, e) monobactamas. Modificado de Tooke, 2019).

Estos antibidticos inhiben a las proteinas de union a penicilina (PBP), proteinas
encargadas del entrecruzamiento entre las cadenas de acido acetil muramico y acetil
glucosamina que componen la pared celular bacteriana. El acido acetil muramico tiene
un pentapéptido unido cuya composicion varia entre bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas pero siempre termina en dos residuos de D-alanina. El entrecruzamiento del
pentapéptido de una cadena, con el de otra, es responsable de la rigidez de la pared
celular, la cual confiere proteccion contra la presion osmotica interna a la bacteria
(Wilke et al., 2005). Los antibioticos -lactamicos son considerados como

inhibidores peptidomiméticos ya que el enlace B-lactamico es



muy similar al enlace D-Ala-D-Ala del pentapéptido de la pared de mureina,
especialmente en la distribucién de tres regiones con carga potencial negativa por
los grupos carbonilo y carboxilo (Fig. 2) (Zapun et al., 2008; Zeng et al., 2013). El
enlace B-lactamico es labil y reactivo; éste acila a la serina del sitio activo de las
PBP, lo que resulta en una enzima incapaz de realizar el entrecruzamiento de las
cadenas y consecuentemente evita la formacion de la pared celular, lo que
finalmente lisa a la bacteria debido a la presion osmética; también la acumulacion
del precursor de la pared celular activa un sistema autolitico celular. (Babic et al.,
2006; Rahman et al., 2018; Zeng et al., 2013).

H R NH CH
R Nli S Hs 3
\n/ CHs
o) CHs NH
\ Z—N
0 E
T o OH .0 OH

\

T

Figura 2. Comparacion estructural de la penicilina y el enlace D-Ala-D-Ala En azul se marcan las 3 zonas de
potencial electrostatico negativo. Modificado de; Zapun 2008.

B-lactamasas

Las bacterias han desarrollado diversos métodos para contender con los
antibidticos, como la produccién de PBP que tengan baja afinidad por los
antibiéticos, como el caso de Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus
aureus, las cuales tienen PBP resistentes a inactivaciéon por antibiéticos B-
lactamicos debido a mutaciones puntuales. Otro método es impedir la entrada del
antibiotico alterando la permeabilidad de l|la membrana mediante porinas
modificadas que restrinjan la entrada de ciertos antibiéticos, como en el caso de
Pseudomonas aeruginosa; también lo hacen por medio de bombas de flujo que
expulsen al antibiético una vez que entré al citosol; aunque el mecanismo mas
comun es la produccion de enzimas que modifiquen o degraden al antibiotico.
(Babic et al., 2006; Wilke et al., 2005; Zeng et al., 2013)



Las B-lactamasas son enzimas que inactivan a los antibiéticos B-lactamicos,
hidrolizando irreversiblemente el anillo B-lactamico que contienen estos
farmacos. La produccién de estas enzimas es el principal mecanismo de
resistencia a antibiéticos B-lactamicos en bacterias Gram-negativas, ya que son
enzimas muy eficientes. Las B-lactamasas son capaces de hidrolizar un amplio
intervalo de antibidticos, a pesar de lo anterior es limitado el numero de
estructuras moleculares descritas. (Bush et al., 2018). Las B-lactamasas son
producidas extracelularmente por bacterias Gram-positivas y en el periplasma en
bacterias Gram-negativas. Los genes que codifican para estas enzimas pueden
estar tanto en el cromosoma bacteriano como en elementos genéticos moviles,

plasmidos y transposones (Lafond et al., 1989).

Algunos estudios han propuesto que las B-lactamasas existen desde hace unas
decenas de miles de afos, antes siquiera de la presion selectiva por el uso de
antibidticos. Un grupo de investigadores examinaron un metagenoma de
sedimentos de Canada de 30,000 anos de antigiedad y encontraron secuencias
de aminoacidos de entre 53% y 84% de identidad con B-lactamasas de la
familia TEM, sin embargo, en este estudio no pudieron determinar si la antigiedad

de las B-lactamasas es mayor (Song et al., 2005).

Estas enzimas se encuentran agrupadas por su estructura primaria en cuatro
clases A, B, C y D, todas pertenecen a la familia de las hidrolasas de serina
reactiva, excepto las enzimas clasificadas como B, estas metaloenzimas realizan

la hidrdlisis via uno o dos iones de zinc en el sitio activo (Ambler, 1980).

B-lactamasas de la clase A

Las B-lactamasas de clase A son las mas abundantes, y se encuentran
ampliamente distribuidas, en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, también
son las que con mayor frecuencia se identifican en analisis clinicos y son las que
han sido estudiadas a mayor detalle por técnicas como resonancia magnética

nuclear (RMN), mutagénesis, cristalografia de rayos X y dinamica molecular.



(Adamski et al., 2015; Baig et al., 2014; Chen et al., 2001; Hermann et al., 2009;
Meroueh et al., 2002; Morin et al., 2009; Petrosino et al., 1996; Roccatano et al.,
2005; Ruggiero et al., 2017; Stojanoski et al., 2015; Winkler et al., 2014). Esta

clase de enzimas hidroliza a una gran variedad de sustratos B-lactamicos.

Las B-lactamasas de clase A se distinguen a nivel de estructura primaria por
tener los siguientes residuos conservados: Ser 70, Lys 73, Ser130, Asp 131, Asn
132, Lys/Arg 234, Thr/Ser 235, Gly236 y un asa Q cerca del sitio activo, que se
caracteriza por la conservacion del residuo Glu 166 (Ambler, 1980). En general la
estructura de las B-lactamasas de la clase A esta conservada y consiste en dos
dominios: el dominio | compuesto de 5 hebras B y 2 hélices a y el dominio I

compuesto por al menos 6 hélices a (Fig. 3) (Eiamphungporn et al., 2018).

& Dominio Il

Figura 3. Dominios de las B-lactamasas clase A. Modificado de van den Akker, 2018

Las B-lactamasas de serina reactiva contienen varios motivos para reconocer y
facilitar la hidrolisis del enlace B-lactamico: un sitio activo polar para interactuar con
los grupos carbonilos de los B-lactamicos; un agujero de oxianion para atraer y
estabilizar al oxigeno del carbonilo en el anillo B-lactamico; un grupo hidroxilo de la
serina catalitica que haria el ataque al carbono del grupo carbonilo (el hidroxilo de la
serina es activado por el Glu 166 o la Lys 73), que a su vez romperia el enlace entre
este carbono y el nitrégeno del anillo; y residuos conservados involucrados en la

deacilacidon que no estén presentes en las PBP como por ejemplo los



equitativos al Glu 166 activador de la serina o al Asp 131 (van den Akker et al.
2018). Sin embargo, las particularidades del mecanismo catalitico siguen en
debate. La propuesta mas aceptada consiste a grandes rasgos en la activacion de
la Ser 70 para realizar un ataque nucleofilico al carbono del grupo carbonilo del
anillo B-lactamico. Para la activacién de la Ser 70 se necesita que el Glu 166
actue como receptor de protones, para asi, via una molécula de agua,
desprotonar a la Ser 70. A consecuencia del ataque sobre el carbonilo se forma el
complejo acil-enzima, que posteriormente sera deacilado nuevamente mediante la
desprotonacién del Glu 166 via otra molécula de agua dejando al antibidtico
hidrolizado y a la enzima libre y activa (Fig. 4). Esta propuesta esta respaldada
por multiples técnicas, como espectrometria Raman, mutagénesis acoplamiento
molecular, célculos QM/MM (Mecanica cuantica / Mecanica molecular) y
especialmente cristalografia de rayos X, ya que ha permitido la obtencion de las
estructuras de diferentes B-lactamasas libres y en complejo con farmacos.
(Adamski et al., 2015; Dubus et al., 1994; He et al., 2016; Ibuka et al., 2003; Miani
et al., 2009; Pan et al., 2017; Sandanayaka et al., 2002; Sun et al., 2004; Yang et
al., 1999; Frase et al., 2011; Heidari et al., 2014; Helfand et al., 2003; Pereira et
al., 2018). Para que la catalisis suceda es importante que el Glu 166 esté
desprotonado. En su ausencia, se ha visto que la Lys 73 es capaz de activar a la
Ser 70, y para esto debe estar desporotonada. La lisina en las B-lactamasas de
clase A normalmente tiene un pka atenuado a 8.0-8.5 y este cambio en su pka se
debe a la hidrofobicidad del sitio activo (excepto por la Ser 70, Glu 166, y Lys
234); al solvente que rodea por completo a la Lys 73; y su proximidad con la Lys
234 (pka 11), también se cree que la union con el sustrato puede afectar el valor
de pka de la Lys 73. En ausencia del Glu 166 el pka de la Lys 73 baja a 6.0 lo que
le permite estar desprotonada y llevar a cabo la reaccién, aunque una manera

menos eficiente (Golemi, 2004; Langan et al., 2018; Meroueh et al., 2005).
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Figura 4. Mecanismo catalitico propuesto para las B-lactamasas de la subclase A1. Modificado de Tooke 2019

Algunas de las familias de B-lactamasas representativas de la clase A son: TEM,
SHV, KPC y CTX-M que se encuentran altamente distribuidas en todo el mundo y
mas frecuentemente producidas por E. coli y Klebsiellae spp. Las B-lactamasas
de la familia CTX-M son las mas abundantemente distribuidas, su expresion
confiere resistencia a antibidéticos y estan asociadas con infecciones
extraintestinales, pero también se han encontrado ampliamente en el ganado en
diferentes paises, sugiriendo que el excesivo uso de antibidticos en el ganado es
un factor importante a tomar en cuenta y una posible via en la dispersion de la
resistencia tanto por el consumo humano, como por su dispersion directa en el
ambiente (Dantas et al., 2020).



B-lactamasas de la subclase A2

Dentro de las B-lactamasas de Clase A hay una subclase muy poco estudiada
que es la subclase A2, descubierta en el 2016 por Phillipon y colaboradores; ésta
posee diversas caracteristicas estructurales especificas, como la conformacion
del enlace peptidico entre el Glu 166 y el residuo 167 que es Trans en lugar de
Cis. Cabe mencionar que la conformacion Cis se encuentra conservada en la
subclase A1, este cambio de cis a trans provoca un cambio en la conformacion
del asa Q en las B-lactamasas de la subclase A2. Otra diferencia es que en la
subclase A2 existe una insercion en el asa entre la lamina B-3 y B-4. Se cree
que estas caracteristicas confieren una ampliacion en la entrada del bolsillo en el
sitio activo, lo que permite la hidrdlisis de sustratos mas voluminosos como las

cefalosporinas (Ruggiero et al., 2014).

b)
Asnl136
Asp 136
Asa Q
Glu167
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Figura 5. Principales diferencias entre B-lactamasas A1y A2. a) cambio cis (A1 azul) a trans (A2 magenta)
entre residuos 166 y 167, b) insercién entre laminas B1 y f2 y acomodo del asa Q, (A1 azul y cian, A2
magenta y verde) c) tamafio de la entrada al sitio activo en A1 5 Ay en A2 de 8.9 A.



Otra caracteristica encontrada unicamente en las B-lactamasas de la subclase
A2, es la conservacion de los residuos Lys 40, Asn 61, Val 71, Thr 104, Cys 135,
Asp 136, Met 169, Tyr 177, Asn 179, Met 211, His/Arg 233, Gly/Ala 243, Leu 252,
Val 263, Phe 264, Val 265, Ser 268, y Asn 275, los cuales, al estar conservados,
deben tener una funcién que no se conoce a la fecha (Fig. 6) (Philippon et al.,
2016). Adicionalmente, miembros de la subclase A2 han sido encontrados mas
frecuentemente en distintos aislados clinicos de pacientes en paises como
México, Turquia, Vietnam y Japén (Jin et al., 2014; Poirel et al., 1999; Silva et al.,
2000; Vahaboglu et al., 2001).

Figura 6. Distribucion de los residuos conservados en B-lactamasas A2 (naranja) en PER-2 (sitio activo amarillo).

B-lactamasas de espectro extendido

Otro tipo de clasificacion para las B-lactamasas atiende la variedad y tipo de sustratos
que pueden hidrolizar. Las de espectro extendido (BLEE) se caracterizan por
hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion, brindando a la bacteria resistencia
hacia este agente quimioterapéutico. Se ha observado que el fenotipo BLEE se

correlaciona con un incremento en la flexibilidad del sitio activo (Wilke et



al., 2005). En la clase A la mayoria de las B-lactamasas con fenotipo BLEE son
derivadas de TEM y SHV, dos familias de B-lactamasas. TEM-3 fue la primer (3-
lactamasa derivada de TEM reportada con el fenotipo BLEE en 1963, y de entre
las mutaciones mas comunes que generan al fenotipo BLEE en las TEM estan
Glu104Lys, Glu164Lys, Met182Thr, Ala237Thr, Gly238Ser y Glu240Lys (Palzkill,
et al., 2018). Por otro lado, las mutaciones en B-lactamasas SHV, que dan
origen al fenotipo BLEE mas comunes son Leu35GIn Gly238Ser/Ala y Glu240Lys
(Liakopoulos et al., 2016). Cabe resaltar que las mutaciones Gly238Ser y
Glu240Lys suceden en ambas familias de p-lactamasas, resaltando su

importancia para desarrollar el fenotipo BLEE (Bradford et al., 2001).

A237
G238

Figura 7. Distribucion de las mutaciones mas comunes (azul) en las familias TEM (izquierda) y SHV
(derecha) que confieren el fenotipo BLEE, el sitio activo en magenta y la Ser 70 en amartillo

Existen B-lactamasas de la subclase A2 que no pertenecen a las familias TEM o
SHV, pero que pueden tener el fenotipo BLEE, este es el caso de las familias PER,
VEB, GES, TLA entre otras (Bradford, 2001). Las BLEE de la subclase A2 no
comparten los residuos que otorgan el fenotipo de BLEE en la subclase A1, pero si es
comun que las mutaciones de la subclase A1 se encuentren cerca del asa Q 'y

la insercion entre la lamina 33 y B4, que son las principales caracteristicas de la
subclase A2 involucradas en el espectro hidrolitico extendido (Philippon et al.,

2016). La mayoria de las BLEE son de la clase A, siguiéndoles en abundancia la



famiia OXA de la «clase D (Eiamphungporn et al, 2018).

Inhibidores de B-lactamasas

La resistencia a la hidrélisis por las B-lactamasas A1 puede lograrse usando
inhibidores que se unan a la enzima (Fig. 8). Los inhibidores se administran junto con
un antibiético y son la mejor estrategia para combatir la resistencia a antibiéticos
mediada por B-lactamasas. Los inhibidores clasicos como el acido clavulanico, el
sulbactam y el tazobactam contienen un anillo betalactamico, lo que permite la unién
con la enzima y esta unidén puede ser reversible o irreversible. El tazobactam se ha
reportado como el inhibidor mas efectivo contra B-lactamasas tipo A, esto debido
a la formacién de un intermediario trans-enamina mas estable que el acido
clavulanico o el sulbactam, formando mas puentes de hidrégeno que estabilizan su
union con la enzima y favoreciendo la inhibicidn reversible (Frase et al., 2011; Helfand
et al., 2003; Padayatti et al., 2005).
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Figura 8. Formula estructural desarrollada de los inhibidores mas usados. En azul el anillo oxazol y en rojo el
anillo de tiazolidina. Modificado de Kalp 2009 y Jin 2017.

La inhibicion en las B-lactamasas de clase A1 comienza igual que la catalisis: las -
lactamasas reconocen a los inhibidores posicionando el grupo carboxilo en el sitio
activo. Igual que con los antibidticos, el oxigeno del carbonilo se posiciona en el
agujero del oxianion (conformado por los grupos amino de los residuos Met 69, Ser
70, Gly 236 y 237) dejando al carbono del carbonilo en posicion para el ataque
nucleofilico del grupo hidroxilo de la Ser 70, activada previamente por el Glu 166.
Posteriormente, se rompe el anillo B-lactamico y se genera un intermediario acil-

enzima. A partir de este punto se forman varios intermediarios, que resulta en el



rompimiento del anillo oxazol (acido clavulanico) o tiazolidina (tazobactam vy
sulbactam) (Fig. 8). La reaccion puede continuar de manera reversible o irreversible
mediante el fraccionamiento del inhibidor por un ataque nucleofilico al C5 por parte
del grupo hidroxilo de la Ser130 y estos fragmentos pueden unirse covalentemente a
la Ser 70 y/o Ser 130 (Fig. 9) (Heidari et al., 2014; Kuzin et al., 2001; Pagan-
Rodriguez et al., 2004). Este proceso se conoce ampliamente, aunque no por
completo en las B-lactamasas de la clase A1, y se conoce aun menos en la clase

A2.
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Figura 9. Mecanismo de inhibiciéon propuesto de B-lactamasas de la subclase A1. Modificado a partir de
Focco van den Akker, 2018.

En la industria farmacéutica los inhibidores B-lactamicos son los que menos se han
desarrollado, siendo aprobados para el uso terapéutico en humanos el unicamente el
acido clavulanico, el sulbactam y el tazobactam, hasta el 2015 ano en que fue
aprobado el uso de avibactam, el cual no es un inhibidor B-lactamico, pero si es
un inhibidor de B-lactamasas. En la actualidad, la investigacion para el desarrollo de
inhibidores del tipo B-lactdmicos ha perdido prioridad frente al desarrollo de

inhibidores de la sintesis de DNA, RNA o proteinas. (Pucci et al., 2014).



ANTECEDENTES

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1929 y su uso clinico en los afios 40’s,
los antibiéticos B-lactamicos se convirtieron en los agentes quimioterapéuticos de
mayor uso para tratar infecciones bacterianas, ya que representan el 60% de los
antibioticos usados en todo el mundo. Por muchos anos, se siguieron desarrollando
nuevos antibidticos B-lactamicos para mejorar su potencia, su espectro de actividad,
su farmacocinética y para contender contra la resistencia bacteriana a los antibioticos,
dando como resultado las cefalosporinas y los carbapenémicos (Fig. 1). Los
antibidticos B-lactamicos tienen como blanco una proteina presente solo en
procariotes, y esencial para la sintesis de la pared celular, por lo que son mas
seguros terapéuticamente en comparacién con otros antibiéticos que tienen como
blanco moléculas existentes en células eucariontes. Sin embargo, el desarrollo y
salida al mercado de nuevos antibiéticos ha ido disminuyendo considerablemente en
los ultimos afos, paradodjicamente el descubrimiento de bacterias resistentes a estos
ha ido en aumento y no se han descubierto nuevos antibioticos. Esta resistencia no
ha incrementado Unicamente por la falta de nuevos medicamentos, sino al mal uso de
éstos mismos, tanto en humanos como en ganado, al uso en la agricultura y su
dispersion en el ambiente, a través del agua, los animales salvajes y en los animales
de consumo humano, contribuyendo asi a la diseminacion de la resistencia.
Adicionalmente, los nuevos antibiéticos, generan una presion selectiva en las
bacterias, que da como resultado la aparicion de nuevas B-lactamasas u otros
mecanismos para la resistencia a antibioticos y medicamentos que quedan obsoletos
rapidamente. Por lo tanto la persistente resistencia a antibiéticos es uno de los
principales problemas que amenazan la salud mundial ( Hubschwerlen et al., 2007;
Rahman et al., 2018; Wilke et al., 2005).

La resistencia a antibioticos complica enfermedades y procedimientos quirurgicos,
prolonga la estadia en hospitales, incrementa el costo de los medicamentos vy
servicios médicos, y aumenta la mortalidad. Se ha reportado que aproximadamente
700,000 muertes al ano a nivel mundial se le atribuyen a la resistencia microbiana,
por lo que es una amenaza a nivel mundial. Debido a todo esto, la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS), ha enfatizado |la urgencia de desarrollar nuevos



antibidticos y cre6 una lista en la que clasificO por prioridad a las bacterias
resistentes para la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos. En esta lista
las bacterias que estan en la prioridad critica son Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y miembros de la familia Enterobacteriaceae, como
Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus
spp., Providencia spp, y Morganella spp. todas con resistencia a antibiéticos -
lactamicos (Tacconelli et al., 2017). Gracias a esta lista se incrementé la
investigacion sobre los mecanismos que confieren resistencia a estos antibioticos,
como los mecanismos cataliticos de las B-lactamasas (Shaikh et al., 2015; WHO,
2014).

Si bien, con la llegada de los inhibidores B-lactdmicos se generaron herramientas
para contender con la amenaza de las bacterias resistentes, estos inhibidores ya no
son suficientes, pues también dieron lugar a bacterias resistentes a inhibidores -
lactamicos. Lo anterior se debe a mutaciones puntuales que producen enzimas con
menor afinidad, reafirmando aun mas la necesidad de mejores opciones de
tratamientos para bacterias productoras de B-lactamasas (Drawz et al., 2010;
Falagas et al., 2016; Gniadkowski et al., 2008). Actualmente la mayoria de las BLEE
son codificadas en elementos génicos trasferibles, como plasmidos, incrementando
las posibilidades de ser adquiridas por otras bacterias presentes en los intestinos, el
ambiente, el agua y los animales de consumo humano entre otros, al grado de

convertir bacterias comensales en patégenas (Rahman et al., 2018).

En México se han encontrado diferentes BLEE de las familias CTX-M, OXA, NDM
y KPC, en E.coli, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae y K. pneumoniae
aisladas de pacientes pediatricos, y de la familia SHV, TLA, y GES de K. oxytoca,
K. pneumoniae y E. coli en pacientes adultos. Se han encontrado también -
lactamasas resistentes a antibioticos en los vegetales de diferentes locales de
alimentos como miembros de las familias SHV, CTX-M, KPC, DHA, VIM, y OXA
asilados de E. cloacae, Serratia marcescens, K pneumoniae, Serratia fonticola, y
Enterobacter aerogene. Debido al aumento de reportes de BLEE en nuestro pais,

el estudio de estas enzimas y sus mecanismos de accion para el posterior



desarrollo de farmacos que las inactiven eficazmente es de vital importancia
(Aquino et al., 2018; Barrios et al., 2012; Merida et al., 2016; Silva et al., 2011;
Vazquez et al., 2018).

En el primer trabajo estructural sobre una -lactamasa de la subclase A2 se enfocaron
en PER-1 (PDB ID), la cual fue reportada en el afio 2000 por Tranier y colaboradores,
la secuencia de PER-1 es la que muestra mayor identidad con TLA-1 en estructuras
que se encuentran almacenadas en el Protein Data Bank (PDB). La estructura de
PER-1, obtenida por cristalografia de rayos X demostré tener caracteristicas
distintivas comparadas con otras BLEE las cuales son: una conformacién diferente
en el asa Q. Esta regién contiene estructuras secundarias altamente organizadas,
que consiste en la formacion de dos hélices cortas y una

lamina B antiparalela. Este nuevo plegamiento del asa Q da como consecuencia un

incremento significativo en el tamafio del sitio de union (Fig. 10), adicionalmente,
Tranier clasific6 a TLA-1 dentro del grupo de las BLEE parecidas a PER (Tranier
et al., 2000).
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Figura 10. Comparacion de la orientacién del asa Q y la insercion en PER-1 (verde) y TEM-1 (cyan). PDB
1E25. Modificado de Tranier, 2000.

PER-2 fue la segunda estructura tridimensional de una B-lactamasa de la subclase

A2 fue reportada en el 2014 por Ruggiero y colaboradores, la cual comparte una



identidad de secuencia de un 42% con TLA-1, en este articulo los autores describen
la misma conformacion del asa Q que Tranier en el 2000, asi como una insercion

entre la lamina B3 y B4. En este mismo trabajo describen caracteristicas que
probablemente se encuentren involucrados con la estabilizacion del sitio activo y
describen una molécula de agua que estabiliza la extension del asa entre las
laminas B3 y B4. También describen una red de puentes de hidrégeno importantes,
los cuales, proponen que, estabilizan el sitio activo (Fig. 11). Esta red se da entre
GIn 69, Ser 70, Arg 220, Thr 237, y una molécula de agua, este descubrimiento es
importante ya que antes se habia propuesto que el residuo GIn69 es un segundo
ligando para el agua participante en la acilacion y la Arg220 se le ha determinado
como importante en la unién a antibiéticos. Como parte final de este trabajo, se
describe un modelo tedrico de PER-2 en complejo con cefotaxima, ceftazidima y
acido clavulanico con el programa YASARA. Se utilizaron las estructuras de la 8-
lactamasa A1 TOHO-1 para indicar la posicion inicial de cada ligando, y una vez
obtenida, se realizaron minimizaciones de energia donde el modelo sugiere que el
antibidtico se encuentra estabilizado por los siguientes residuos: GIn69, Ser130,
Asn132, Glu 166, Thr235 y Thr237 por medio de puentes de hidrogeno. Este
modelo en consecuencia predice la existencia de una cavidad catalitica mayor
que permite el acomodo de un antibiético voluminoso. (Tranier et al., 2000; Silva
et al., 2000; Ruggiero et al., 2014).

a) b)
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Figura 11. a) Comparacion del asa Q y la insercion entre 83 y 84 entre Toho-1 (amarillo), TEM-1 (cian),
PER-1 (verde) y PER-2 (magenta). b) Puentes de hidrogeno (linea punteada) entre GIn 69, Ser 70, Arg 220,
Thr 237 y una molécula de agua en el sitio activo de PER-2. PDB 4D20. Modificado de Tranier, 2000)



En el 2017, TLA-3, otra estructura de una B-lactamasa de espectro extendido fue
reportada por Jin y colaboradores. TLA-3 también tiene la insercion entre las hebras
B3 y B4 y tiene la orientacidn del asa Q caracteristica de la subclasificacion A2 y es
resistente a otro tipo de antibioticos: los aminoglucdsidos. Jin y su equipo evaluaron el
efecto de inhibicion del avibactam. Las constantes de inhibicion que se reportaron
frente a avibactam, acido clavulanico, tazobactam y sulbactam fueron de 1.71 + 0.1
uM, 0.41 £ 0.01 pM, 0.14 + 0.01 uM y 0.57 £ 0.07 pM respectivamente, sugiriendo
que el inhibidor avibactam es el menos eficaz de los mencionados. El avibactam, al
igual que los inhibidores clasicos se une a la enzima mediante la serina catalitica y
hace contactos con la Ser 130 y 237, el grupo sulfato del avibactam forma contactos
polares con la Ser 130, Ser 237 y con Thr 235. También forma contactos hidrofébicos
con el Trp 105 (Fig. 12). Estos contactos, son la razon por la que se cree que el
avibactam es un inhibidor eficaz con las B-lactamasas de clase A y que el grupo

sulfato es un factor clave para la inhibicion (Jin et al., 2017).

4 V) a A
Figura 12. a) Comparacion del asa Q y la insercion entre 83 y 84 de Toho-1 (amarillo), TEM-1 (cyan),
PER-1 (verde), PER-2 (magenta) y TLA-3 (rojo). b) Puentes de hidrogeno (linea punteada) entre TLA-3
(verde) con avibactam (cyan). Modificado de Jin, 2017.

En este mismo afo, Ruggiero y colaboradores, reportaron que mutaciones en Arg
220Gly de PER-2 volvia a la enzima menos susceptible a la inhibicion por acido
clavulanico y por tazobactam; a su vez esta mutacién redujo la eficiencia catalitica

de la enzima con antibiéticos como ampicilina y cefalotina. El cambio de un



aminoacido de carga positiva como la arginina rompe un puente de hidrégeno que
la conecta con Thr 237 y una molécula de agua. Esta mutacion a pesar de afectar
la actividad de la enzima no modific6 su conformacion ni estructura, Ruggiero y
equipo sugieren que la estabilidad del complejo enzima-inhibidor, es debido a la
existencia de una red de puentes de hidrégeno entre la Ser 70, GIn 69, una
molécula de agua, Thr 237 y la Arg 220 y que cualquier alteracion en esta red
como en la Arg220 tendran un impacto en la susceptibilidad a la inactivacion
(Ruggiero et al., 2017).

Varios investigadores del Departamento de Bioquimica, de Case Western Reserve
University, liderados por el Dr. Focco van den Akker trabajan desde el 2003 con los
mecanismos de inhibiciéon de distintas -lactamasas de clase A, entre ellas SHV-1.
Con la técnica de espectrometria de Raman encontraron que los inhibidores al
interactuar con la enzima pueden formar complejos cis-enamina o trans-enamina con
las B-lactamasas, estas ultimas son las mas estables y las que se forman en mayor
cantidad en los tres inhibidores clasicos (Ke et al., 2012; Winkler et al., 2013;
Krishnan et al., 2015; Padayatti et al., 2005; Helfand et al., 2007). Contario al acido
clavulanico y sulbactam, el tazobactam forma predominantemente intermediarios
trans-enamina, debido a la presencia del grupo triazol que provee de interacciones
polares e hidrofébicas para interaccionar con la enzima explicando porque tiene una
mayor eficacia. En el 2009, los mismos autores, compararon la inhibicion de la B-
lactamasa SHV-1 contra dos variantes con el fenotipo BLEE; la SHV-2 y SHV-5 y
encontraron que las variantes BLEE forman mayor cantidad de intermediarios trans-
enamina, en lugar de cis-enamina, los cuales son mas faciles de hidrolizar. Con base
en lo anterior, el equipo de Akker sugieren el disefio de nuevos inhibidores con
diferentes grupos sustituyentes en el C2, que tengan el mismo efecto que el anillo
triazol del tazobactam y que tengan la habilidad de formar trans-enaminas estables
(Kalp et al., 2009).



TLA-1

Para este trabajo se utilizoé la BLEE TLA-1, caracterizada en el 2000 por Silva y
colaboradores (Fig. 13). Esta enzima, encontrada unicamente en pacientes en
México, se caracteriza por hidrolizar cefotaxima, tiene un pl de 9 y un peso
molecular de 31.4 kDa. El plasmido en el cual se encuentra la secuencia que
codifica para esta proteina es de 150 kpb fue llamado RZA92 y transfiere
resistencia a antibidticos -lactamicos como la kanamicina, la tetraciclina, la
estreptomicina y el cloranfenicol. La BLEE TLA-1 se identific6 como una
-lactamasa de clase A, segun la clasificacion de Ambler, ya que tiene los cuatro
elementos conservados: Ser 70-X-X-Lys 73, Ser 130-Asp 131-Asn 132, el Glu 166
en el asa Q y el Lys 234-Thr 235-Gly 236. También se realizaron experimentos
cinéticos con TLA-1 en presencia de antibiéticos B-lactamicos, y se encontro
que tiene una mayor eficiencia catalitica relativa con la cefalotina, seguido por
cefotaxima y bencilpenicilina; y fue inhibida mas fuertemente por tazobactam que
por acido clavulanico o sulbactam. Las actividades hidroliticas fueron similares a
la de CME-1y VEB-1 (Silva et al., 2000).

Figura 13. Estructura tridimensional de TLA-1. En azul rey se muestra el sitio catalitico y en morado la
insercion entre las laminas B3 y B3 y el asa Q.



En nuestro laboratorio se sobre expreso, purificd, cristalizo y se obtuvo la
estructura cristalografica de la BLEE TLA-1 silvestre y en complejo con &acido
clavulanico, donde se pudo observar que esta enzima estaba unida
covalentemente a dos moléculas de acido clavulanico en la Ser 237 y en la Ser 70
(Fig. 14). Cabe destacar que la Ser 237 no habia sido reportada con actividad
catalitica en ningun tipo de B-lactamasa, ni ninguna otra serina ademas de la
70, es decir es la primera B-lactamasa con dos serinas cataliticamente activas. El
intermediario no mostré ninguna interaccion polar con ningun residuo, mientras
que la molécula de acido clavulanico unida covalentemente a la Ser 237
interacciona con la Ser 70 mediante un puente de hidrégeno (Fig. 15). La poca
cantidad de interacciones polares que establece el acido clavulanico con la
enzima, y el hecho de que se necesiten dos moléculas para inhibir a una enzima,

podrian ser las razones de su baja eficacia como inhibidor (Cifuentes et al., 2019).

Figura 14. Sitio Activo de TLA-1 con una molécula de acido clavulanico unido a la Ser 237 y una molécula
de un intermediario de acido clavulanico unido covalentemente a la Ser 70. Modificado de Cifuentes, 2019.
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Figura 15. Unién de &cido clavulanico con TLA-1 a) Acido clavulanico (morado) intacto unido covalentemente
(cian) a la Ser 237(verde) b) Intermediario del acido clavulanico (morado) unido covalentemente (cian) con Ser

70 (verde) y mediante puentes de hidrogeno (rosa) con Ser 237, Ser 70 y un sulfato (amarillo) contactos
hidrofébicos (rosa). Realizados con el programa LigPlot+.

Posteriormente en nuestro laboratorio se construyé una mutante de TLA-1 con la
Ser 70 mutada a Gly. Posteriormente se realizaron pruebas de actividad con
nitrocefina, un antibiético B-lactamico que cambia de coloracion al hidrolizarse el
anillo B-lactamico, donde los autores obtuvieron actividades residuales para la

mutante de 0.235 £+ 0.007 pmol min i mg'1 en comparacion con la cepa silvestre

de 1082.87 £ 0.006 pmol min i mg'1. También se determind la estructura
cristalografica de la enzima mutante en complejo con acido clavulanico, pero no
se encontro el inhibidor en el sitio activo, lo que podria denotar la baja afinidad del
acido clavulanico por la Ser 237 (Cifuentes et al., 2019)

TLA-1 es de las BLEE mas detectadas en el pais en pacientes hospitalizados al
igual que CTX-M-15 y SHV-12 en K. pneumonia, E. coli y E. cloacae (Uc-cachdn
et al., 2019). El gen que codifica para TLA-1 se ha encontrado en un 11% de las
bacterias de la familia Enterobacteriaceae productoras de BLEE en México

(Alcantar et al., 2015; Silva et al., 2011). Incluso hay reportes de que entre varios



genes el que codifica para TLA-1 se encuentra presente en aguas residuales en
Nebraska (Agga et al., 2015). Esta BLEE, al presentar resistencia a ser inhibida y
presentarse con frecuencia en caso clinicos dentro del pais, la hace de suma
relevancia su estudio estructural en complejo con antibi6ticos e inhibidores, para
entender sus mecanismos catalitico e inhibitorio y generar informacién basica para

el desarrollo de farmacos eficaces contra bacterias productoras de TLA-1.



JUSTIFICACION

Debido a la creciente y alarmante resistencia bacteriana a antibiéticos -
lactdmicos se considera prioridad la investigacion, asi como el desarrollo de nuevos
antibiéticos que no sean hidrolizados por las bacterias resistentes. El estudio de las -
lactamasas fue de gran ayuda para; el desarrollo de la 3ra y 4ta generacion de
antibidticos, la produccion de antibidticos en complejo con inhibidores que evitaran la
hidrdlisis del antibidtico y conocer los residuos conservados que participan en la
catalisis. Un mejor entendimiento de la interaccion que tienen con los antibiéticos y
con los inhibidores, mediante estudios estructurales nos permitird seguir un paso
adelante para la contencién de bacterias resistentes y la prevencion de distintas
enfermedades. La B-lactamasa TLA-1 ha aumentado su prevalencia en
microorganismos en nuestro pais, lo que la hace de gran interés en el area médica,
ademas tiene constantes de inhibicion mas altas que otras enzimas reportadas,
necesitando aumentar la dosis de inhibidores administradas a pacientes, lo cual tiene
implicaciones econdmicas, debido al alto costo de los inhibidores, efectos
secundarios en la salud de los pacientes y el uso excesivo de los inhibidores, a falta
de otro tratamiento, contribuye al desarrollo de la resistencia hacia los mismos. El
hecho de tener una segunda serina catalitica hace de suma importancia el
seguimiento en la investigacion de esta enzima, ya que cambia el mecanismo de
inhibicion propuesto y el entendimiento que teniamos del mismo, una segunda serina
catalitica explica por qué se necesita una mayor cantidad de inhibidores para inactivar
a TLA-1. La informacion confirmada en esta tesis relativa a que TLA-1 tiene dos
serinas cataliticas tendra que ser considerado por aquellos que disefien y desarrollen
inhibidores que bloqueen ambos residuos cataliticos para una mayor eficacia

terapéutica.



HIPOTESIS

Se obtendra el complejo acil-enzima con el sulbactam unido covalentemente a
la Ser 237 de la mutante TLA-1 S70G.



OBJETIVO GENERAL
Comprobar la actividad catalitica de la Ser 237 de TLA-1 S70G de E. coli en

complejo con sulbactam.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Expresar y purificar TLA-1 S70G
. Cristalizar TLA-1 S70G en union con sulbactam
. Determinar estructura de TLA-1 S70G en complejo con el inhibidor

. Analizar estructuras generadas



METODOLOGIA

Transformacion
Se realizé la transformaciéon bacteriana usando electroporaciéon a 1.6 V con 0.7 pl

del plasmido pJ411 en la cepa de E. coli BL21. Se seleccionaron por supervivencia

en presencia de 30 pg/ml de kanamicina. El plasmido fue proporcionado por la

compania ATUM (Newark, California).
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Figura 16. Diagrama del plasmido pJ411 con el gen que codifica para TLA-1

Expresiéon
Se prepard un preinéculo en un matraz con 30ml de medio Luria Bertani (LB) y 30

HMg/ml de kanamicina inoculando con un glicerol de la cepa transformada, se dejo

crecer 16 hrs a 37°C con una agitacién de 200 rpm. Pasado el tiempo se inocularon



500 ml de medio LB y 30 pg/ml de kanamicina en una relacién 50:1000 con el
pre inoculo, se dejé crecer a 37°C con 250 rpm hasta que alcanz6 una densidad
optica a 600nm dede 0.6 y una vez alcanzada la densidad optica se indujo la
sobreexpresion de la proteina con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a

0.5mM y se dejo incubando por 48hrs a 18°C y 250rpm

Lisis celular

Para la ruptura se centrifug6 el medio a 4,600 rpm y 4°C por 40 min en un rotor
JA10, se descarto el sobrenadante y se lavd dos veces la pastilla obtenida con
amorgtiguador de lisis compuesto de 30mM de tris(hidroximetil)Jaminometano
(TRIS)-HCI, 50mM de NaCl a pH 8.

Se lisaron las células mediante sonicacién a 30% de amplitud se hicieron 15 ciclos
de 20 s de sonicacion y 1min de descanso. Una vez lisadas las células se
centrifugaron a 17,000 rpm por 50 min a 4°C en un rotor JA 20.

Purificacién

El sobrenadante de la lisis celular se dializé contra 500 ml del amortiguador acido
2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES) 50 mM pH 6.4. La proteina se purificd
proteina por cromatografia de intercambio catidnico utiizando la resina de CM
sefarosa equilibrada con el mismo amortiguador. La proteina se eluyé de la resina
mediante la aplicacién de un gradiente de NaCl de 0.05 M a 1 M y se evaluo su
purificacion por gel desnaturalizante SDS-PAGE (del inglés Sodium Dodecyl
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) al 12% vy se identific6 mediante una

prueba de actividad.

Prueba de actividad

Se utilizé un método cualitativo mediante la hidrélisis de nitrocefina, a 1 mM, una

cefalosporina cromogenica, que sin hidrolizar presenta un color amarillo con un



maximo de absorcion a 386 nm, pero en presencia de B-lactamasas el anillo B-
lactdmico es hidrolizado y cambia a una coloracién roja con un maximo de

absorcion a 482nm.
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Figura 17. Formula estructural desarrollada del antibidtico nitrocefina. a) anillo B-lactamico intacto. b) anillo
B-lactamico hidrolizado.

Concentracion

Para concentrar la proteina a 10 mg/ml se usaron tubos Amicon (Merck) de corte 10
KDa, estos centrifugaron por 50 min a 4°C y 4600 rpm. Para la cuantificacion se
utilizé el equipo NanoDrop (Thermo Scientific) y el coeficiente de extincion molar

calculado con la herramienta de ExPASy.

Cristalizacion

Para cristalizar la proteina se utilizé el método de difusion de vapor de gota
sedente que consiste en colocar en un pocillo una cantidad del agente precipitante
y en una elevacion del pocillo una mezcla del mismo volumen de proteina y de
agente precipitante en una gota. Como la soluciéon del pocillo esta a menor
concentracion que la de la gota causa una difusion de vapor de la gota al pocillo.
La evaporacién de la gota hace que las concentraciones de la proteina y del

agente precipitante aumenten, formando en algunos casos cristales (Fig. 14).



La condicion de cristalizacion de esta proteina consta de 2.2 M de sulfato de
amonio, 100m M de fosfato de sodio dibasico y acido citrico a pH 4.5, misma ya

utilizada en el laboratorio.

Con el fin de obtener la estructura cristalografia de TLA-1 en complejo con los
inhibidores tazobactam y sulbactam se remojaron los cristales de la proteina en
soluciones super saturadas de sulbactam para posteriormente sobre enfriar con

nitrégeno liquido a 77.3 K.

Cubre objetos Proteina + agente
precipitante

S Y,

Grasade vacio/

——am

Agente
precipitante

Figura 18. Diagrama de un pozo en una placa para poner pruebas de cristalizacién por el método difusion de
vapor por de gota sentada.

Determinacion y analisis de la estructura

Para determinar la estructura de la proteina en complejo con los inhibidores se
utilizé una variante de la técnica de reemplazo molecular, ya que en trabajos
anteriores en nuestro laboratorio se obtuvo la estructura de TLA-1 S70G. Se hizo
una sustitucion molecular que fue determinada y analizada mediante los
programas Mosflm, XDS, CCP4 XDS, Coot, Phenix, Pymol y Ligplot (Battye et al,
2011; Emsley et al., 2010; Kabsch et al 2010 Laskowski ef al., 2011; Watkins et
al., 2013; Winn et al, 2011; Wlodawer et al., 2013).

Los patrones de difraccion fueron analizados con el programa ipMosflm, asi como el
indexado de las reflexiones y sus intensidades para obtener los parametros de celda

basandose en las posiciones de las reflexiones. Cada reflexion se caracteriza



por su amplitud y fase, sin embargo, solo las amplitudes se obtienen de las
intensidades medidas, por lo que no hay informacion directa de las fases en el
experimento de difraccion. Después del indexado se realizo la integracion de las
reflexiones para determinar posibles grupos espaciales (Winn et al, 2011)

El programa Pointless de CCP4 busca caracteristicas en los patrones de
difraccion que cumplan con los posibles grupos Laue de acuerdo a los parametros
de celda, buscando simetria en las reflexiones. Si bien, no determina el grupo
espacial per se, permite evaluar si el grupo y celda seleccionados en ipMosflm es
correcta (Winn et al, 2011).

El escalamiento de datos se realizé con el programa Aimless de CCP4, en donde se
aplica un factor de escala en caso de que el cristal presente dafno por radiacion, que
difracte anisotropicamente o por variacion en la mosaicidad del mismo. La mosaicidad
se refiere a que tan homogéneo es el cristal (Winn et al, 2011). Este programa
también nos da los estadisticos para saber a qué resolucion debemos cortar la
estructura, valores como Rmerge, Rmeas CC112, I/, multiplicidad y completitud. Rmerge
es un indicador global que muestra la correlacion entre las amplitudes observadas y
las calculadas, es decir que tanto coincide el modelo con los datos colectados. Rmeas
mide lo mismo que Rmerge pero tomando en cuenta la multiplicidad; usualmente para
estos estadisticos se buscan valores menores al 15% entre 3% y 5% (Diederichs et
al., 1997; Meroueh et al., 2002; Wlodawer et al., 2013). CC 2 es el coeficiente de
correlacion entre dos mitades de un data set y hay mucha variacion en lo que se
consideran valores aceptables de este parametro desde arriba del 30% hasta no
mayor del 80% (Karplus et al., 2012). llo(l) es las veces que la intensidad de una
reflexion vale sobre lo que se determindé como ruido de esa misma reflexion o grupo
de reflexiones; para este parametro se busca un minimo de 2 para poder asegurar
que lo que se mide no es ruido (Karplus et al., 2012; Wlodawer et al., 2013). La
multiplicidad o redundancia son las veces que se mide una sola reflexion; a mayor
multiplicidad mayor precision en la estimacion de la intensidad de dichas reflexiones
(Wlodawer et al., 2013). La completitud o integridad de los datos es la cobertura de

todas las posibles reflexiones colectadas en un data set con relacion



a la celda, la resolucion maxima y el grupo espacial del arreglo cristalino; al igual
que la multiplicidad se busca que tengan valores cercanos al 100% (Wlodawer et
al., 2013).

Para realizar todo lo anterior también se puede utilizar XDS, que es una suite de
programas con la que también se puede hacer el proceso de indexado, integrado
y escalado de los datos. El patréon de difraccion y los parametros de colecta se
usan en el programa XDS y éste genera una lista de intensidades integradas de
las reflexiones de cada imagen y sugiere el grupo espacial, asi como la resolucion
maxima; posteriormente el archivo de reflexiones generado, “XDS_ASCII.LHKL” se

emplea para alimentar al programa XSCALE, el cual realiza un escalamiento de
datos, combina las reflexiones de varias imagenes en un solo data set y reporta una
multitud de parametros que permiten al usuario decidir con respeto a diversos valores
como la calidad de los datos y la resolucion de los mismos. Por ultimo, el archivo de
reflexiones generado, con terminacion “.ahkl”’, se cambia de formato con
XDSCONV para poder continuar el proceso utilizando las herramientas

implementadas en CCP4 y descritas en el parrafo anterior (Kabsch et al., 2010).

Para resolver el problema de fases se utilizé el programa Phaser en su version
implementada en CCP4, que utiliza la técnica de reemplazo molecular. Esta
técnica a grandes rasgos consiste en utilizar un modelo o las coordenadas de una
proteina parecida a la cristalizada, e intentar reconstruir el patréon de difraccion de
la proteina de interés, en particular con respecto sus amplitudes e intensidades,
de cada reflexion medida, lo anterior, mediante la rototraslacion del modelo de

busqueda tanto en espacio real como reciproco (Winn et al, 2011).

Mediante el programa Refmac se realizé un afinamiento de cuerpo rigido y se generé el mapa de
densidad electrdnica, que representa a la distribucién de electrones dentro de la red cristalina, para ajustar
el modelo y a su vez generar un grupo de reflexiones construidas a partir del modelo y compararlas con los
datos experimentales medidos tras la difraccidon del cristal. El mapa de densidad electrénica se generd

calculando las series de Fourier del set de amplitudes



, donde x,y,z son las coordenadas
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observadas y sus fases. EI programa utiliza la ecuacion

espaciales

en espacio real y hkl son los indices de Miller, es decir los planos cristalinos en el
espacio reciproco (Winn et al, 2011).

A partir de este punto se hacen una cantidad determinada de afinamientos con el
programa Phenix, variando los parametros del modelo generado en Refmac, en
especifico las coordenadas, los valores B y la ocupacion de cada atomo, para lograr
la mejor correlacion entre las amplitudes observadas (Fobs) y las calculadas a partir
del modelo (Fcalc). Esta correlacion es medida por el valor llamado R-factor, el cual
en teoria y en un modelo perfecto daria valores de 0, pero como mas del 45% del
cristal es solvente, estos valores rara vez bajan tanto (Winn et al, 2011) (Liebschner
et al, 2019). En cada afinamiento la estructura y su mapa de densidad electrénica se

visualizan con el programa COOT (Emsley et al., 2010).



RESULTADOS Y DISCUSION

Expresién y Lisis Celular

Una vez lograda la transformacion se procedid a la expresién de la proteina
siguiendo la metodologia previamente descrita. En la figura 19 se pueden observar
una banda entre 36 y 28 kDa, la cual corresponde a la proteina TLA-1 con un peso
de 31.4. En el carril de la muestra antes de ser inducida se logra detectar una
banda que, por peso, corresponde a TLA-1, esto debido posiblemente a que la
cepa de E.coli BL21 (DE3) fue transformada con un vector que posee el operén Lac

y éste en ausencia de IPTG puede llegar a presentar una expresion basal.

MP Sin
(kDa) Ind Ind

Figura 19. SDS-PAGE al 12%, donde se observa la
expresion de una proteina y el control negativo, el cual es el
producto de la lisis de E.coli BL21 (DE3) sin inducir. Sin Ind
representa el carril de la cepa antes de inducirse. Ind es la
cepa después de las 48 hrs de haber sido inducida tal como
fue reportado por Cifuentes, 2019.

31.4KDa

Purificaciéon y Concentracion del TLA-1 S70G

Mediante un gel electroforesis SDS-PAGE al 12% se pudo determinar que una
proteina con el peso de TLA-1 se encontraba en las fracciones 19-27
correspondiendo a una concentracion de elusion de NaCl de 150 mM
aproximadamente. Se excluyeron las muestras 24 y 27 al presentar una

contaminacion evidente (Fig. 20).
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Figura 20. Purificacion de TLA-1 S70G. SDS-PAGE al 12% mostrando distintas fracciones de la purificacion
con la columna CM-sefarosa, donde M corresponde al marcador de peso molecular y cada carril es una
fraccion recolectada por el proceso de purificaciéon descrito en el texto.

Posterior a la purificacion de TLA-1 S70G, se realizé una prueba de actividad de
B-lactamasa con la nitrocefina, la cual presentd una coloracion naranja, probando
cualitativamente la presencia de una B-lactamasa. Como control negativo se uso
nitrocefina con el buffer MES a 50 mM pH 6.4 (Fig. 21a). La proteina se concentré
hasta una concentracion aproximada de 10 mg/ml en aproximadamente 250 pl de

solucion (Fig. 21b).
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Figura 21. a) Resultado cualitativo de la

36 prueba de actividad; en el tubo de la
izquierda se observa la muestra con la

28 B-lactamasa purificada (rojo) y en el de
la derecha la prueba unicamente con
MES (transparente). b) concentracion
de TLA-1 S70G. SDS-PAGE al 12%
donde M corresponde al marcador de

17 peso molecular y el siguiente carril

muestra a la proteina concentrada a 10



Cristalizacion de TLA-1 S70G.

La cristalizacion se realizé a 18° C con el método de difusion de vapor de gota
sedente, el mismo utilizado para la variante silvestre, con 4ul de proteina a 10
mg/ml y 4pul de la condicion de cristalizacion en la gota, y 1 ml de la condicion en el
reservorio. Se obtuvieron cristales a diferentes concentraciones de sulfato de
amonio (Fig. 22) y se escogieron cristales en 2.2 y 2.4 M de sulfato de amonio para

exponerlos a los rayos X.

Con el fin de crio preservar y difundir sulbactam en los cristales, se realizé el
remojado de los mismos en la solucion con los inhibidores el mismo dia en que se
sobre enfriaron. Se prepard una solucion saturada de cada inhibidor por separado y
en las condiciones en que aparecieron los cristales, cada cristal se remojo entre 2-3
min y se sobre enfrid inmediatamente en nitrégeno liquido. No se usé solucion crio
preservadora adicional debido a la alta concentracion de sulfato de amonio en la

condicion.

Posteriormente se obtuvieron cristales de la proteina silvestre en las mismas
condiciones. No estuvieron listos para cuando se tenia tiempo asignado en el
sincrotron APS, por lo que se expusieron a la radiacion en el LANEM del Instituto
de Quimica de la UNAM, donde se cuenta con un equipo de anodo rotatorio. Sin
embargo, no difractaron a una resolucion mayor a 3 A, por lo que se decidié no

colectar datos.

Los cristales de la mutante S70G se difractaron en la linea 19BM del APS en
Chicago. Los dos cristales que crecieron a 2.4 M de sulfato de amonio no se
colectaron al ser muy evidente en el patrén de difraccibn que eran cristales
multiples y los dos que crecieron en 2.2 M si se colectaron. Su tiempo de remojado,
con la solucién saturada de sulbactam fue de 2:15 y 3:15 min respectivamente.
Ambos cristales difractaron a 2.2 A de resolucién, pero durante la etapa de
afinamiento se decidié seguir trabajando unicamente con el cristal cuyo tiempo de
remojado fue de 3:15. Lo anterior atendi6é a que en la estructura cristalina remojada
por 2:15 min, el sitio activo se observaba vacio, lo que nos indica que el tiempo de

remojo es determinante para ver al inhibidor en el sitio activo.
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Figura 22. a) Cristales obtenidos de TLA-1 S70G b) Diagrama de la condiciéon de cristalizacién en rosa se
marcan las condiciones de donde se tomaron los cristales que se mandaron a difractar, en verde donde
crecieron cristales y en morado donde no. c) Cristales obtenidos de TLA-1 silvestre. d) Diagrama de condicién
de cristalizacion.

d)

Determinacién y analisis de la estructura.

Se determinaron dos estructuras cristalograficas en presencia de una solucion
saturada de Sulbactam, y con dos tiempos de remojado distintos: 2:15 y 3:15 min.
En la estructura cristalografica de menor tiempo de remojado, en el sitio activo se
encontrd una molécula de TRIS a una resolucion de 2.1A, mientras que en la
estructura del cristal que fue remojado durante 3:15 min. se encontré el

intermediario trans-enamina del sulbactam a una resolucion de 2.25 A.

Después de indexar y reducir datos con ipMosfim, las fases de ambas estructuras se
determinaron por Reemplazo Molecular utilizando Phaser y las coordenadas de TLA-
1 (PDB 6NVT), y posteriormente fueron afinadas con Refmac 5 de CCP4 y Phenix
dando valores de Rwork ¥ Riree de 0.205 y 0.252 para la estructura con menor tiempo

de remojado. Sin embargo, los valores de Rwork ¥ Riree de la estructura con



mayor tiempo de remojado en proceso de afinamiento eran muy altos, y la
inspeccion cuidadosa de los modelos y mapas de densidad con Coot, no
evidenciaban ningun problema que explicara el comportamiento de los valores
Rwork y Riree, se decidio utilizar la suite XDS para rehacer el indexado de los datos,
la asignacion del grupo espacial, el analisis de las reflexiones y el escalado. Si
bien, se usaron las coordenadas preliminares, descritas al inicio de este parrafo
para el remplazo molecular. El grupo espacial obtenido en ambas metodologias
fue P 41 21 2 que corresponde a una celda tetragonal, como previamente se habia
descrito para la estructura cristalografica de TLA-1 en complejo con Acido
Clavulanico (PDB 6NVU). Esta segunda metodologia de tratamiento de los datos,
usando XDS, dio lugar a valores Rwork y Riree de afinamiento de 0.216 y 0.255 para
la estructura, congruentes con la resolucién de la estructura y con un cristal con
una alta cantidad de solvente, como lo es este. Un analisis mas cuidadoso de la
razon del éxito de XDS frente a ipMosfim, se basa en que el patron de difraccion
que dio lugar a esta estructura cristalografica, tiene al menos dos matrices de dos
cristales distintos superpuestos visibles a simple vista, y en este caso XDS fue
capaz de separarlas y quedarnos con los datos de la matriz con intensidades
mayores, mientras que ipMosfim combinaba las reflexiones provenientes de al

menos dos redes cristalograficas, es decir de al menos dos cristales diferentes.

Las estructuras cristalograficas obtenidas de TLA-1 S70G con TRIS en el sitio
activo y en complejo con sulbactam tiene una resolucion maxima de 2.10 Ay 2.25
A respectivamente, Es importante resaltar que se decidié usar como criterio de
resoluciéon maxima a los valores de CC "2 (0.85 en la ultima faja) e l/o(l) (2 en la
ultima faja) (Tabla 1y 2). En la figura 23 se observa una vista general de TLA-1 S70G
con TRIS y con sulbactam, resaltando las caracteristicas estructurales que hacen a
TLA-1 pertenecer a la subclase A2: la insercion entre la B3 y B4 y el acomodo
diferente del asa Q en comparacion con otras B-lactamasas de la clase A.
También se observa la sobreposicion del sitio activo de ambos cristales de TLA-1
S70G (esta tesis) y con complejo TLA-1 con Acido Clavulanico (Cifuentes et al.,
2019). Como se observa en la figura 23 la mutante S70G tiene el mismo acomodo,

tanto de cadena principal como de cadenas laterales de los residuos que conforman



al sitio activo que TLA-1 silvestre, lo unico que cambia son la naturaleza y
posicion de los ligandos, los cuales ademas son de un volumen similar, por lo que
la estructura no tiene cambios conformaciones dependientes del inhibidor o de la

mutacion en el residuo 70

Tabla 1. Tabla cristalografica de la estructura TLA-1 S70G con TRIS en el sitio activo

TLA-1 S70G TRIS

Longitud de onda 0.97A..
Rango de Resolucion (A) 70.4-2.1
Grupo espacial P41212

Parametros de celda (A,°)

99.4 99.4 99.7 90 90 90

Reflexiones totales

574514 (38545)

Reflexiones Unicas

29808 (1975)

Multiplicidad 19.2 (19.5)
Completitud (Completeness) (%) 99.8 (99.9)
l/a(l) 22.13 (2.97)
Rmerge 0.1122 (1.249)
Rmeas 0.1154 (1.283)
CCir 99.9 (80.3)
Rwork 0205
Rfree 0252
Numero de atomos en la unidad 2521
asimétrica
Numero de residuos / numero de 267 /2195
atomos de proteina en la unidad
asimétrica
Numero de atomos de ligandos 82
en la unidad asimétrica
Numero de moléculas de agua 244
en la unidad asimétrica
RMS enlaces (A) 0.008
RMS angulos (°) 0.889
Ramachandran favorecidos (%) 95.99 %
Ramachandran permitidos (%) 4.01 %
Wilson B-factor (A%) 35.43
PDA Promedio (A°) 38.48
PDA proteina (A°) 37.35
PDA ligandos (A®) 58.45
PDA solvente (A%) 41.98




Tabla 2. Tabla cristalografica de la estructura TLA-1 S70G con el intermediario trans-enamina de

sulbactam

TLA-1 S70G SB

Longitud de onda 0.97A.
Rango de Resolucion (A) 70.3-2.25
Grupo espacial P41212

Parametros de celda (A,°)

99.2 99.2 99.6 90 90 90

Reflexiones totales

329774 (48210)

Reflexiones Unicas

23567 (3414)

Multiplicidad 13.9 (14.12)
Completitud (Completeness) (%) 98.2 (90.2)
l/o(l) 19.73 (2.23)
Rmerge 0.1180 (1.359)
Rmeas 0.1210 (1.411)
CCi2 99.9 (85.3)
Rwork 0216
Rfree 0255
Numero de atomos en la unidad 2412
asimétrica
Numero de residuos / nimero de 267 /2195
atomos de proteina en la unidad
asimétrica
Numero de atomos de ligandos 86
en la unidad asimétrica
Numero de moléculas de agua 131
en la unidad asimétrica
RMS enlaces (A) 0.007
RMS angulos (°) 0.914
Ramachandran favorecidos (%) 98.18
Ramachandran permitidos (%) 1.82
Wilson B-factor (A%) 37.88
PDA Promedio (A?) 42.87
PDA proteina (A%) 4178
PDA ligandos (A?) 69.86
PDA solvente (A% 43.49



Figura 23. a) Estructura de TLA-1 S70G con TRIS, sitio activo en magenta, inserciéon en naranja, asa Q en azul y
TRIS en verde b) Estructura de TLA-1 S70G con sulbactam, sitio activo en magenta, insercién en naranja, asa

Qen azul y sulbactam en cian c) Sitio activo de ambos cristales de TLA-1 S70G superpuestos Ser 70 en
magenta y 237 en amarillo d). Sitio activo de ambos cristales de TLA-1 S70G con TRIS y sulbactam y TLA-1
(naranja) con acido clavulanico (rojo) superpuestos.

Se analizaron ambas estructuras con sus respectivos ligantes con el programa
LigPlot+ que nos permite visualizar en dos dimensiones las interacciones del ligando
con la proteina (Wallace et al., 1995). En la estructura con una molécula de TRIS
como ligando solo se encontraron tres interacciones hidrofdbicas entre los residuos
Thr216, Arg 220 y Gly 217 y la molécula TRIS. En la estructura con el intermediario
trans-enamina del sulbactam se encontré que este intermediario esta estabilizado por
puentes de hidrogeno con los residuos Thr 235 de 3.1 Ay Gly 217 de 3 A, y muestra
interacciones hidrofdbicas con los residuos Arg 220, Pro 218, Arg 129, Trp 105, Ser
130, y Thr 216 como se puede ver en la figura 24. La Thr 235 ya habia sido reportada

anteriormente como uno de los residuos que estabilizan el



complejo B-lactamasa e inhibidor (Ruggiero, 2017) (Jin, 2017). En cambio, la Gly
217 no ha sido reportada con anterioridad; sin embargo, cabe destacar que la
unica estructura que se tiene como referencia para el acomodo del inhibidor, en
esta parte del sitio activo, es la estructura silvestre de TLA-1. En el resto de las
estructuras reportadas el inhibidor se encuentra en unién covalente con la Ser 70
y la Gly 217 queda muy lejos como para formar puentes de hidrogeno con el
inhibidor. Entonces, el hecho de que este residuo no se haya reportado con
anterioridad refuerza la idea de que la forma en la que TLA-1 interactua con el
inhibidor es diferente que en otras B-lactamasas, y la existencia de un posible
mecanismo de inhibicion diferente que explique la resistencia tanto a antibiéticos

como a inhibidores es una posibilidad real.
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Figura 24. Interacciones entre las estructuras deTLA-1 S70G con sus ligandos. a) molécula de TRIS (morado)
con sus interacciones hidrofébicas (rosa) b) intermediario trans-enamina del sulbactam (morado) con los
puentes de hidrégeno (lineas punteadas rosas) y sus interacciones hidrofébicas (rosa).

Para elaborar el grafico de Ramachandran se utilizé el programa Phenix que utiliza la
herramienta MolProbity. Al analizar los graficos obtenidos (Fig. 25) se observa que no
hay ningun residuo en una zona no permitida en ambas estructuras, teniendo 269
residuos en zonas favorecidas y 280 en zonas permitidas en TLA-1 S70G con TRIS y
275 en zonas favorecidas y 280 en zonas permitidas en el caso de TLA-1 S70G en

complejo con sulbactam. Haciendo una comparacion de estos



residuos con la estructura de TLA-1 silvestre y en complejo con acido clavulanico
todos se encuentran en la misma orientacién, confirmando que el cambio de Ser
70 a Gly y de acido clavulanico a sulbactam no afecta en la estructura general de

ningun aminoacido de la proteina, menos aun de los que conforman al sitio activo.
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Figura 25. Gréaficos de Ramachandran. a) General; verde oscuro zonas favorecidas, verde claro zonas
permitidas para TLA-1 S70G con TRIS b) Glicinas; azul oscuro zonas favorecidas, azul celeste zonas
permitidas para TLA-1 S70G con TRIS. C) General para TLA-1 S70G con sulbactam d) Glicinas TLA-1 S70G

Para determinar que molécula se encontraba en el sitio activo, primeramente, se
afinaron las estructuras sin ningun ligante en el sitio activo (Figs. 25 y 26 a).
Posteriormente, al aparecer un pico de densidad electronica positivo (verde), que
indica la falta de atomos, en dicha cavidad catalitica, se agregaron uno a uno, los

modelos de las moléculas que interaccionaron en algun momento con la proteina



(desde su expresion hasta su purificacion y cristalizacion) y cuyo tamano fuera similar
al pico de densidad electronica del sitio activo. Se inicio con TRIS, presente en el
amortiguador con el que se concentrd la proteina y en el cristal de menor tiempo de
remojado esta molécula explicdé el mapa de densidad (Fig. 26). Partiendo de lo
anterior para el cristal con mas tiempo de remojado se intent6 modelar TRIS en el
pico de densidad electrénica vecino a la Ser 237. Dado que esta molécula no explico
la densidad electronica, se intenté modelar tanto una molécula de sulbactam intacta,
como el intermediario trans-enamina de la misma, por ser el intermediario mas
estable y el mayormente reportado en complejos cristalograficos de B-lactamasas
con inhibidores (Fig. 27) (Rodkey et al., 2012; Padayatti et al., 2005).

§ D131 S130
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Figura 26. Sitio activo de TLA-1 S70G cristal 1 con menor tiempo de remojo, mapa de densidad electronica
2Fc-Fo en azul a 1 oy el Fo-Fc a +/-3.5 @ en verde y rojo. a) sitio activo vacio. b) sitio activo con TRIS

En el andlisis de la estructura. con mayor tiempo de remojado, con las diferentes
moléculas ocupando el sitio activo, se puede observar como el mapa de diferencias,
Fo-Fc, muestra ciertas inconsistencias con el modelo calculado tanto en picos positivos
como negativos en rojo, (que indican el exceso de atomos en una posicion
especifica). El mapa de densidad, Fo-Fc se explica mejor utilizando las coordenadas
del intermediario trans-enamina del sulbactam. A pesar de lo anterior, existe un
pequefo pico negativo que puede ser explicado por un problema en el célculo de
ocupacion, es decir, que el intermediario no se encuentra presente en todas las
copias de la proteina dentro del cristal. Una vez que se considerd que la ocupacion

del intermediario trans-enamina, no es 100%, se decidié recalcular las fases con



ocupaciones de 90%, 80% y 70%; la de 90% no mostré diferencias con la de 100%,
por lo que se descartd. Después de un analisis detallado, se concluyd que el valor de
ocupacién que explica mejor a los mapas experimentales del sitio activo de TLA-1

S70G, implica un intermediario trans-enamina con una ocupacioén del 80%.
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Figura 27. Diferentes moléculas en el sitio activo de TLA-1 S70G cristal con mayor tiempo de remojo,
mapa de densidad electronica 2Fc-Fo en azul a 1 o y el Fo-Fc a +/-3.5 @. a) sitio activo vacio. b) sitio
activo con TRIS c) sitio activo con una molécula de sulbactam intacta. d) sitio activo con intermediario
trans-enamina de sulbactam ocupacion 100% e) sitio activo con intermediario trans-enamina de
sulbactam ocupacion 70% f) sitio activo con intermediario trans-enamina de sulbactam ocupacion 80%.



El mapa de densidad electronica, 2Fo-Fc, se explica bien con una molécula del
intermediario trans-enamina del sulbactam, con una ocupacién del 80%; sin embargo,
la existencia de pequefias senales positivas y negativas del mapa de diferencias, Fo-
Fc, indican que el modelo no explica completamente a la densidad electrénica, una
razén para explicar este comportamiento podria ser la elevada cantidad de solvente,
78%, en TLA-1 S70G (calculado con la herramienta MATTPROB; Matthews, 1968).
Se realiz6 un Polder map tanto de las estructuras las diferentes moléculas ocupando
el sitio activo. Un Polder map es una herramienta del programa Phenix que permite
remover el ruido del solvente, el cual podria estar cubriendo densidades débiles.
Algunas de las situaciones en las que se aplica esta herramienta son en las regiones
con ligandos, con los residuos con una orientacién variable como la lisina y en los
extremos N o C terminales (Liebschner et al, 2019). Si bien, todos los mapas
resultaron ser muy similares entre si, en el Polder map realizado a la estructura con el
intermediario, se puede observar como el mapa de densidad generado coincide con
la silueta del intermediario trans-enamina, lo que nos permite confirmar que la
molécula se encuentra en el sitio, aunque no con una ocupacion del 100%, es decir
no en todas

las copias del cristal (Fig. 28).

Figura 28. Polder maps a +/-3.5 o en color rosa de a) sitio activo con TRIS, b) sitio activo con una molécula de
sulbactam intacto, c) sitio activo con intermediario trans-enamina.

Otra razén por la que el mapa de densidad electronica, 2Fo-Fc, que envuelve al
intermediario trans-enamina se muestre discontinuo es por su alta movilidad,

caracteristica encontrada en el 2005 por Padayatti y colaboradores, siendo este



intermediario el mas movil en los tres inhibidores B-lactamicos (Padayatti et al.,

2005). Debido a lo anterior se busco en el PDB (Protein Data Bank) estructuras de -

lactamasas en complejo con sulbactam. Se encontraron seis estructuras, todas de la
subclase A1 con los codigos de PDB 4FH2, 2A3U, 2HOY, 6H2K, 6ITY y 6J2B

yen todas se puede observar el mapa de densidad electronica, 2Fo-Fc,

incompleto, debido a la flexibilidad de esta molécula (Fig. 29) (Padayatti et al.,
2005; Qipeng et al., por publicar; Rodkey, 2012; Tassoni et al., 2019; Totir et al.,

2006). Llama la atencién que todas estas estructuras tienen menor porcentaje de

solvente las reportadas en esta tesis, por lo que estos intermediaros podrian tener

menos movilidad que el encontrado en el cristal de TLA-1 S70G.

Tabla 3. Lista de las estructuras de B-lactamasas en complejo con sulbactam

depositadas en el PDB.

Caodigo de PDB B-lactamasa Resolucion (A) Rwork/Riree Solvente (%)
4FH2 SHV-1 S70C 1.44 0.20/0.22 38.3
2A3U SHV-1 E166A 1.34 0.17/0.19 36.8
2HOY SHV-1 M69V E166A  1.70 0.17/0.21 47.9
6H2K BlaC 1.90 0.18/0.22 41.3
BITY CTX-M-64 2.14 0.16/0.22 329
6J2B CTX-N-64 S130T 1.44 0.15/0.18 31.6




Figura 29. a) Estructuras . de B-lactamasas de la subclase A1 en complejo con sulbgéfém. Mapa de densidad
2Fc-Foa 1 o (azul) y Fc-Fo a +/-3.5 o (verde y rojo) a) 4FH2, b) 2A3U, c¢) 2HQY, d) 6H2K, e) 6ITY y f) 6J2B

También se analiz6 el parametro de desplazamiento atomico (PDA), como indicativo
de la amplitud de las oscilaciones atomicas, causadas en parte por la fluctuacién

térmica, normalmente presenta valores de 2-100 AZ en ajustes isotropicos (Carugo,

2018). El intermediario trans-enamina del sulbactam tiene un valor de PDA de 63 A2 y

se compar¢ este valor, con los valores de los residuos cercanos a este ligando,
siendo la Ser 237 con un valor de 39 A, Thr 235 con 34.5 A%, Gly 217 con 42 A%y la

Arg 220 con 38 A2, El valor del intermediario trans-enamina del sulbactam indica una
mayor movilidad del ligando en comparacion con el resto de los residuos, cabe
resaltar que este ligando solo esta unido por dos puentes de hidrogeno con la Thr 235
y Gly 217, y que se encuentra expuesto al solvente, por lo que un valor mas alto era
esperado. También se analizaron los valores de PDA para las estructuras de B-
lactamasas A1 en complejo con sulbactam que estan en el PDB, y en todas se
encontré esta misma peculiaridad. (Tabla 3). EI PDA de la Ser 70 se encuentra muy
por debajo que el del sulbactam,



indicando la mayor movilidad de estos ligandos, aun cuando estén formando un

enlace covalente con la Ser70.

Tabla 4. Tabla de valores de PDA de B-lactamasas en complejo con sulbactam.

PDB ID PDA Residuos PDA Sulbactam

4FH2 Ser 70 11.42 21.67
Ser 130 15.58
Thr 235 13.91
Ala 237 12.35
Arg 244 14.54

2A3U Ser 70 9.25 35.71
Asn 132 10.34
Asn 170 30.2

Ala 237 42.6

2HOY Ser70 14.3666667 51.50
6H2K Ser70 6.45166667 21.71

6ITY Ser70 11.725 47.02
Asn 104 28.43
Asn 132 18.76
Asn 170 16.41
Ser 237 17.31

6J2B Ser70 11.5883333 21.02
TLA-1 S70G Ser 237 39 63.00
Thr 235 34.5
Gly 217 42

Si bien, no se observa directamente el enlace covalente con el C7 del grupo carboxilo
del intermediario trans-enamina del sulbactam, la presencia del mismo intermediario,
por si mismo, significa que la hidrélisis se llevd a cabo, pero esto no indica
necesariamente cual residuo sustituyé a la Ser70 en la reaccion, siendo la opcién
mas factible la Ser 237, debido a que el complejo de TLA-1 con acido clavulanico,
mostro el complejo acil-enzima mediado por la Ser 237 (Cifuentes et al., 2019).

Retomando esos resultados de la prueba de actividad especifica donde la mutante
TLA-1 S70G tiene una actividad de 0.235+0.007 umol min™ mg™', mucho menor a la

actividad de la enzima silvestre de 1082.872+0.007umol min”" mg'1 indicando que la
mutante si presenta actividad, una posible explicacion para la elevada diferencia de
actividad entre ambas enzimas podria ser la ausencia de un receptor de protones. En
el caso de la Ser 70, el Glu 166 y en su ausencia la Lys 73, son los responsables de
sustraer el protdn de la Ser 70, aunque la reaccion en ausencia del Glu 166 es menos

eficaz. Aparte de estos dos residuos, no hay



evidencia de ninguno otro residuo que sea capaz de activar a la Ser 70. Tomando
esto en cuenta, se buscaron los Glu y Lys que estuvieran a menos de 3.6 A del O
de la Ser 237 (Fig. 32), pero no se encontrdé ningun posible activador de la Ser

237.La ausencia de un activador podria ser la causa de la menor eficacia
catalitica de la mutante TLA-1 S70G medida por Cifuentes en el 2019. También se
buscaron asparaginas e histidinas, ya que en las proteasas de serina reactiva la
triada catalitica incluye Asp e His. Unicamente se encontré un Asp cerca (Fig.
32d), el 239; sin embargo, este residuo esta a casi 10 A de la Ser 237, Io que

haria muy dificil que funcionara como activador de esta.
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Figura 30. a) Distancias entre Glu 166 (3.6 A) y Lys 73 (3 A) con Ser 70 b) Distancias entre Glu 166 (6.8 A) y
Lys 73 (7.9A) con Ser 237 c) Distancia entre Ser 237 y Lys 234 (8.8 A) y Ser 237 y Glu 274 (6.6 A) d)
Distancia entre Asp 239 y Ser 237 (8.9A).

S237

Otra determinante en la actividad catalitica de las B-lactamasas es la estabilizacién
del intermediario tetraédrico mediante un agujero de oxianion que normalmente esta
conformado por los grupos amino de los residuos 69, 70, 236 y 237. Por lo tanto, la falta

de un agujero de oxianion que estabilice el complejo formado con la



Ser 237 puede ser responsable de la baja actividad catalitica. En la estructura de
TLA-1 en complejo con acido clavulanico obtenida por Cifuentes en el 2019, se
muestra como el unico grupo amino que podria estabilizar este complejo es el de
la Arg 220, sugiriendo que esta falta de cargas positivas cerca del oxigeno
cargado negativamente del intermediario tetraédrico, son otro factor limitante en la

actividad de la enzima.

a)

Figura 31. Agujero de oxianion en TLA-1 a) Distancias entre los residuos que conforman el agujero de oxianion y el
intermediario trans-enamina unido a la Ser70. b) Distancias entre el oxigeno del C7 con el grupo amino del R220 y
el grupo amino del anillo de tiazolidina del sulbactam. Modificado de Cifuentes et al., 2019

Con el fin de entender porque TLA-1 presenta una segunda serina catalitica y
pensando que ésta podria ser la causa de la resistencia a antibiéticos e inhibidores,
se realizé6 un alineamiento de secuencias de diferentes B-lactamasas de la
subclase A2 (Fig. 33). La base de datos fue construida mediante el servidor
FASTA.ebi, depositando la secuencia de aminoacidos de la B-lactamasa TLA-1 de
Escherichia coli como referencia y con un numero de hits de 500 alineamientos
(Madeira et al., 2019). Se obtuvieron secuencias homologas de la B-lactamasa TLA-1
que posteriormente fueron curadas en el alineamiento. El alineamiento de las
secuencias se llevo acabo con el programa MEGAX usando el algoritmo de ClustalW
(Kumar et al., 2018). Posterior al primer alineamiento se curaron las secuencias con
el fin de reducir las penalizaciones del alineamiento, quedando una base que paso de
500 secuencias a 49. De las 493 secuencias de proteinas se analizé el nivel de

conservacion de la Ser 237 de TLA-1 con respecto a las otras



BLEE del tipo A2 con el programa Jalview 2.10.5 (Waterhouse et al., 2009)
mostrando que esta serina tiene un nivel de conservacion del 40.8%. En su lugar
se encontraron los residuos: Thr, Ala, lle, Trp, Asn, Arg, Tyr, His, Leu, Met, Phe y
Val con un porcentaje de conservacion de 17%, 15%, 14%. 4.7%, 1.6%, 1.6%,
1.6%, 1.2%. 1%, 0.8%, 0.4% y 0.2% respectivamente. Este resultado junto con los
antecedentes sugiere que el cambio de la Ser 237 puede ser una innovacion
evolutiva con respecto a las otras B-lactamasas de tipo A2 de organismos

patdgenos.
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En el alineamiento llama la atencion la conservacion del 98.6% de la Ser 238 en la
subclase A2, ya que esta serina se encuentra relativamente lejos del sitio activo
(Fig. 34) y no se ha reportado ninguna estructura de B-lactamasa de la clase A

que interaccione mediante este aminoacido con algun antibiético o inhibidor -

lactdmico incluso se puede observar como los grupos hidroxilo” de esta serina
estan apuntando hacia el lado opuesto del sitio activo, unicamente se ha visto que
es capaz de formar puentes de hidrogeno con la Thr 239 en CTX-M-69 de E. coli
en complejo con sulbactam (PDB 6ITY) y en la estructura de BlaC de
Mycobacterium tuberculosis, tanto con sulbactam como con tazobactam, se forma
este puente de hidrégeno (PDB 6H2K y 6H2l). Esta Ser 238 altamente
conservada podria ayudar indirectamente a la estabilizacion del complejo, pero su
conservacion unicamente en B-lactamasa de subclase A2 BLEE, sugiere que esta
modificacién, podria estar involucrada con la resistencia a ser inactivada.

Figura 33. Distancia entre Ser238 y Ser70. PER-1 (cian) PER-2 (magenta), TLA-3 (amarillo), TLA-1 (verde)

En los primeros trabajos en los que se buscd entender el papel del residuo 238
Bouthors y colaboradores en 1998 trabajaron con la mutante de SHV-1 G238S y
concluyeron que la Ser 238 alteraba el sitio activo haciéndolo menos hidrofébico,
favoreciendo un mejor acomodo de antibidticos del tipo de las cefalosporinas.
Posteriormente se trabajé con la mutante TEM-19, resistente a inhibicién, donde
encontraron que la Ser 238 se encuentra orientada hacia el sitio activo, debido a

la interaccion con Asn 170, en una posicidn que le permite formar puentes de



hidrégeno con el oxigeno del grupo oxima (Dubus et al., 1994). En mutantes de
PER-1 S238G y S238A la actividad catalitica de la enzima no se vio afectada por
lo que no hay resultados concluyentes de la importancia de este residuo en esta
B-lactamasa (Bouthors et al., 1998).

En BLEE A1 es mas comun encontrar una glicina en la posicion 238, lo cual
incrementa la flexibilidad de la lamina B3, haciendo posible la uniéon a sustratos
mas voluminosos. La mutante G238S de TEM-1, una B-lactamasa A1 que no
presenta el fenotipo de espectro extendido, mostré un incremento del 150% en su
actividad catalitica con el antibidtico cefotaxima (Ibuka et al., 2003; Shimizu-lbuka
etal., 2011).

El analisis del alineamiento de las secuencias B-lactamasas de la subclase A2
nos permitid visualizar enzimas que no tienen conservados los residuos
propuestos por Ambler para su clasificacion. Unicamente la Ser 70, Lys 73, P 107,
Asp 131 y la Lys/Arg 234 se encuentran conservados en el 100% de las
secuencias. Las secuencias que mostraron residuos no conservados no tienen
mas informacioén estructura, no son mutantes, y todas fueron subidas al NCBI en
el 2019, en contraste con la clasificacion propuesta en 1980, por lo que se deberia
de tomar en cuenta para una nueva propuesta de clasificacion. También se
encontraron residuos conservados al 100% en el alineamiento, dos de estos
residuos, Asp 136 y Asn 179 fueron reportados por Phillipon en el 2016 y otros 3
no habian sido reportados con anterioridad Leu 81, Ser 106, Pro107, Asn 245,
Leu 225 y Pro 226 (Fig. 35), los cuales al igual que los reportados, no estar cerca

del sitio activo, por lo que probablemente tengan una funcién estructural.



Figura 34. Estructura de TLA-1 con los residuos conservados en B-lactamasas A2 al 100% (azul) y el sitio
activo (magenta).

Con el fin de evaluar el impacto de las modificaciones descritas en TLA-1, en un
contexto mas amplio, se realizé una filogenia a partir del alineamiento de las B-
lactamasas A2, se tomo el alineamiento previamente descrito y se corridé un analisis
filogenético en el programa |Q-TREE instalado en la computadora Miztli del
Laboratorio Nacional de Computo de Alto Desempefio (LANCAD) de la UNAM. El
analisis filogenético se realiz6 mediante el método de maxima verosimilitud con un
modelo de sustitucion de aminoacidos LG y un analisis de soporte de grupo de 1000
bootstraps (Morrone, 2013). Los resultados de este analisis arrojaron que la $-
lactamasa TLA-1 de E. coli se encuentra en un grupo monofilético independiente de
las otras B-lactamasas tipo A2, junto con otras tres B-lactamasas de la familia TLA.
Este resultado indica que TLA-1 tiene una historia evolutiva diferente a la de otras
BLEE y que a pesar de ser homologa a otras B-lactamasas provenientes de E. coli la
distancia evolutiva que hay entre TLA-1 con respecto a otras beta-lactamasas del
mismo organismo es muy grande. El cladograma, producto del analisis anterior, fue
editado en el servidor ITOL (Letunic et al., 2007).
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Figura 35. Cladograma de B-lactamasas de la subclase A2. Familia TLA en azul. Familia VEB

o. B-lactamasas con equivalente a Ser 237 en verde.

(grupo externo) en roj

Llama la atencion la presencia de la Ser 237 o equivalente en diferentes taxas, y que

las BLEE de la familia TLA se encuentran formando un clado discreto con respecto al

resto de las B-lactamasas, y en el mismo clado donde se encuentra la familia TLA,

se comprende un clado mas basal o emparentado que tiene a la Ser 237 conservada,

que comprende a organismos de diferentes géneros como de



Flavobacterium, Dysgonomonas, Alistipes, Apibacter, Bacteroides, entre otras. Otro
clado donde se encuentra la Ser 237 ampliamente conservada, esta compuesto por
especies de los géneros Chryseobacterium y Elizabethkingia mayoritariamente. De
los géneros mencionados anteriormente hay muchas especies que no cuentan con la
Ser 237. Llama la atencién de las bacterias donde la Ser 237 se encuentra presente,
la mayoria son bacterias no patdégenas para el ser humano, encontradas
generalmente en muestras de tierra y agua, algunas de estas incluso de la Antartida.
Los géneros Chryseobacterium y Elizabethkingia solian ser parte del género
Flavobacterium, pero estudios mas filogenéticos detallados separaron al género
Chryseobacterium primero y de este separaron al género Elizabethkingia ya que
algunas especies de Chryseobacterium eran lo suficientemente diferentes como para
representar un linaje diferente dentro de la familia Flavobacteriaceaev. (Kim et al.,
2005). Estos 3 géneros no solo son muy cercanos, también comparten habitats, y son
altamente resistentes a antibidticos, caracteristica atribuible a la presencia de hongos
y plantas productoras de compuestos antimicrobianos y también a la enorme
dispersién de antibidticos usados por el humano. Aunado a esto en ambos géneros
se ha visto un reciente incremento de presencia en casos clinicos especialmente en
pacientes inmunocomprometidos, pediatricos, con lesiones severas o que utilizan
dispositivos como respiradores catéteres entre otros, al ser relativamente nuevo su
presencia en asilados clinicos, no se tiene una terapia efectiva para tratar a los
pacientes (Mukerji, 2016). En el caso de Chryseobacterium Uunicamente las especies
C.indologenes, C.gleum, C. timonianum, C. mucoviscidosis y C.hominis han sido
aisladas de pacientes hospitalizados (C. hominis es la unica que no presenta una 3-
lactamasas con la Ser

237) Abdallah, 2017; Tetz, 2018, Guiu, 2013). En el género Elizabethkingia hay dos
especies conocidas como patogénicas E. anophelis y E. meningoseptica, la primera
es trasmitida por un mosquito causando un brote en el 2016 en Wisconsin donde
murieron 18 personas a causa de esta bacteria y la segunda es conocida desde los
80°s como el agente causante de la meningitis neonatal (Dziuban 2018; Perrin 2016).
Al estar estos géneros tan emparentados filogenéticamente hablando y el aumento de

casos clinicos con bacterias de estos géneros podria significar que la



Ser 237 sea una innovacién evolutiva que esta teniendo una presion selectiva no
solo en TLA-1 si no en todas esas especies, donde la Ser 237 esta presente, y
que parecieran estar emergiendo en nuevas infecciones. Por otro lado, la
presencia de bacterias de diferentes géneros, no tan emparentados, que
produzcan B-lactamasas son la Ser 237, y que comparten habitat podria generar
también la dispersién por transferencia horizontal, ya que muchas se encuentran
en cuerpos de agua donde facilmente podrian compartirse material genético tanto
de otras bacterias como de los desechos producidos por las diferentes actividades

humanas.

El segundo residuo mas conservado en la posicién 237 es la treonina, conservada
en todas las secuencias de las B-lactamasas de la familia VEB, y de todas las
B-lactamasas con la Thr 237 conservada, unicamente en la familia VEB se
encuentran en bacterias patdgenas. Esta distribucién de Thr 237 nos sugiere que

la conservacién de este residuo fue por transferencia horizontal.

Otra alternativa a la Ser 70 podria ser la Ser 130 que en la estructura se encuentra a
5.3 A de distancia, mas cerca incluso que la Ser 237. En el 2004 Sun y colaboradores
reportaron que una vez que la Ser 70 hidroliza al inhibidor, la Ser 130 es capaz de
realizar un ataque nucleofilico en el C5 del inhibidor hidrolizado y unirse
covalentemente a un fragmento del producto de la reaccion catalizada por la Ser 70.
La Ser 130 tiene a la Lys 234 a 3.3 A de distancia, lo suficientemente cerca como
para funcionar como activador, y un analisis con la herramienta PROPKA (Dolinsky,
et al., 2004) nos mostré que la Lys 234 tiene un pka atenuado a 6.0, al igual que la
Lys 73 en ausencia de Glu 166 (Meroueh et al., 2005), haciendo posible que la Lys
234 este desprotonada y pueda funcionar como un activador para la Ser

130. Se realizé el mismo analisis con algunas estructuras que tienen la mutacion
E166A y en todas se encontro el pka de la Ser70 atenuado a 5y el de la Lys 234 en 8
siendo contundente con lo reportado por Meroueh y colaboradores en el 2005.
Tambien se calcul6 el pka de la Lys 234 en las B-lactamasas PER-1, PER-2, TLA-3 y
las obtenidas por Cifuentes en el 2019 y en todas el pka esta atenuado alrededor de

un valor de 6.5, excepto en la estructura de TLA-1 en complejo con acido



clavulanico. En esta estructura el pka de la Lys 234 es de 3.79, afectado por la
unién con el ligando. La presencia del receptor de protones no explica la baja
actividad especifica, a menos que también sea por la ausencia de un agujero de
oxianion que estabilice el complejo tetraédrico. Esta serina esta altamente
conservada en B-lactamasas de la clase A, y esta conservacion no concuerda
con la falta de reportes de B-lactamasas con ligandos unidos covalentemente a

la Ser 130 en presencia o ausencia de la Ser 70.

L

Figura 36. Distancias entre Ser 130 (magenta) con Lys 237 (verde9 y el intermediario trans-enamina del
sulbactam (cian).



CONCLUSIONES

La obtencion de una estructura con el intermediario trans-enamina del sulbactam
hidrolizado en el sitio activo, nos comprobar la presencia de una serina catalitica
en la mutante S70G de TLA-1. Este intermediario al estar interactuando con otra
serina catalitica, diferente a la Ser 70, el acomodo del inhibidor es distinto,
formando un puente de hidrégeno con la cadena principal de la Gly 217,

interaccion no reportada previamente.

El alineamiento de secuencias de B-lactamasas A2 muestra la conservacion
(40%) que tiene la Ser 237, sugiriendo que su seleccidn sea una innovacion
evolutiva. Adicionalmente, llama la atencién que la Ser 237 sea catalitica, ya que
no tiene estructuralmente ningun activador que la desprotone para iniciar el
proceso catalitico de las p-lactamasas. Este hecho podria explicar la baja
eficiencia catalitica de la mutante, pero abre la posibilidad, de que por presion
evolutiva en el futuro existan variantes de B-lactamasas con mas de una serina

catalitica debido a la adquisicién de un donador de protones.

El pka de la Lys 234 esta atenuado, haciendo posible que funcione como
activador de la Ser 130, pero esto no explicaria la baja actividad de la enzima y la

falta de reportes de otros complejos similares al descrito en esta tesis.



PERSPECTIVAS

Obtener estructuras de TLA-1 silvestre en complejo con sulbactam para poder
observar la union covalente con la Ser 70 y/o Ser 237. También la obtencién del
complejo de TLA-1 silvestre y TLA-1 S70G con un inhibidor mas voluminoso como
el tazobactam para comparar en las estructuras el acomodo y las interacciones
que estabilicen al inhibidor y comprobar si un ligando mas grande como el
tazobactam al igual que los antibiéticos B-lactdmicos podrian dificultar la entrada
de otro ligando que interactue con la Ser 237. También seria interesante construir
una mutante doble S70G S237G esperando una nula actividad especifica, asi
como, una mutante doble S70G R220K o R220E esperando un incremento en la

actividad de la enzima.
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